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RESUMO – O objetivo deste trabalho foi 
estudar as mudanças estruturais de substâncias húmicas 
envolvidas no processo de humificação em Latossolos 
com horizonte A húmico. Para tanto, ácidos húmicos 
(AH) foram isolados de seis Latossolos Húmicos de 
Minas Gerais sob diferentes coberturas vegetais. Foram 
coletadas amostras superficiais (0–10 cm) e 
subsuperficiais (60–100 cm) dentro do horizonte A 
húmico. As amostras purificadas foram caracterizadas 
através da espectroscopia no visível e do 13C-NMR em 
polarização cruzada (CP) e rotação no ângulo mágico 
(MAS). Ácidos húmicos apresentam diferentes graus de 
pigmentações no perfil, sendo que na camada de solo 
entre 60–100 cm, parte da fração de AH pode ser 
melanins de origem fúngica. Os AH apresentaram rota 
de humificação no sentido da diminuição de 
grupamentos alquílicos e aumentos em grupamentos 
aromáticos. As técnicas de caracterização utilizadas 
permitiram detectar importantes alterações estruturais 
no compartimento humificado no perfil de Latossolos 
Húmicos.  
 
Palavras-Chave: (Substâncias húmicas, solos 
tropicais, UV-vísivel, 13C-RMN, humificação). 
 
Introdução 
Latossolos Húmicos são solos altamente 
intemperizados que apresentam horizonte A espesso 
(de até 200 cm), ricos em matéria orgânica, sendo 
encontrados principalmente nas regiões Sudeste e Sul 
do Brasil [1]. A ocorrência desses solos está quase 
sempre relacionada a ambientes distróficos, álicos, 
áreas de relevo movimentado e de altitude. O horizonte 
A desses solos estoca em média 30,26 kg m-2 de C [2], 
sendo que, se forem consideradas as variações na 
profundidade desse horizonte (entre 60–200 cm), os 
mesmo podem ser considerados importantes reservas 
de C nos trópicos.  
A natureza do húmus e a distribuição das frações 
humificadas variam com o clima, cobertura vegetal, 
acidez, presença ou ausência de bases, drenagem e 
textura do solo [3, 4], fatores esses que influenciarão 
um conjunto de reações de desidratação, carboxilação, 
e hidrólise em diferentes fases do processo de humificação. 
Essas fases podem ser estudadas através das observações 
das modificações estruturais do húmus ao longo do perfil 
no solo, principalmente com relação às distintas 
distribuições das espécies de carbono [3]. O entendimento 
desses processos em Latossolos Húmicos poderia 
contribuir para elucidar vários aspectos relacionados com a 
humificação da matéria orgânica do solo (MOS) nos 
trópicos. 
O avanço das análises instrumentais, principalmente os 
métodos espectroscópicos, tem possibilitado 
caracterizações mais definidas da estrutura da MOS. A 
técnica 13C CP-MAS NMR (ressonância magnética nuclear 
do 13C com polarização cruzada e rotação no ângulo 
mágico) tem sido amplamente usada nos estudos das 
substâncias húmicas, permitindo avanços consideráveis na 
compreensão da composição estrutural de AHs e ácidos 
fúlvicos [5, 6, 7]. Muitos autores também têm utilizados 
índices derivativos provenientes da espectroscopia do UV-
visível para avaliar o grau de humificação de substâncias 
húmicas extraídas de materiais orgânicos de diversas 
origens [8, 9]. 
Para este trabalho foram caracterizados AHs de 
horizontes A húmicos de Latossolos, com o objetivo de 
comprovar a hipótese de que existem diferenças na 
distribuição de formas de C, e em sua estrutura molecular,  
no perfil de solo dada às diferentes rotas de humificação.  
 
Material e Métodos 
 
O trabalho foi realizado com amostras de Latossolo 
Húmico, coletados em seis áreas no Estado de Minas 
Gerais, Brasil (Tabela 1), cujas características físico-
químicas estão apresentadas na Tabela 2. Em função da 
policromia apresentada por esses horizontes, foram 
coletadas amostras superficiais (0–10 cm) e subsuperficiais 
(60–100), de forma a caracterizar o material orgânico no 
perfil, contemplando o gradiente de pigmentação 
apresentado. As amostras foram secas ao ar, peneiradas a 2 
mm e submetidas ao procedimento de extração e 
purificação das substâncias húmicas. 
As amostras de solos foram submetidas a tratamento 
prévio com diclorometano;metanol (3:1 v:v), em Soxhlet 
 durante 16h a 70ºC, para remoção dos compostos 
lipídicos livres, de forma a evitar sua posterior extração 
conjunta com as frações alcalinas solúveis. Em seguida, 
para extração e purificação dos AH e ácidos fúlvicos, 
foi utilizado método proposto pela Sociedade 
Internacional de Substâncias Húmicas (IHSS – sigla em 
inglês), de acordo com Swift [10]. 
 
UV-vísivel 
As densidades ópticas de absorção no visível foram 
obtidas a partir de solução de NaOH 0.1 mol L-1 
contendo a amostra em concentração de 200 mg L-1 [8, 
11] em espectrômetro Shimadzu UV-160. Para 
determinar a presença de máximos espectroscópicos de 
baixa intensidade obteve-se a 2ª derivada do espectro, 
aonde as mudanças na pendente apareceram em formas 
de vales bem definidos cujas intensidades são 
proporcionais à dos picos originais. 
 
13C NMR  
Os espectros de 13C- NMR dos AHs foram 
adquiridos com um espectrômetro Bruker DSX 200, 
operando a uma freqüência de 13C de 50.3 MHz, sob 
polarização cruzada (CP) com rotação no ângulo 
mágico de 6.8 kHz, utilizando um rotor de ZrO2 de 7 
mm, com cavidade dupla aonde foram colocados os 
300 mg da amostra. O tempo de aquisição foi de 12,4 
ms com um tempo de contato na rampa CP de 1 ms 
[12]. Análise de componentes principais foi utilizada 
avaliar as amostras de AH, considerando as variáveis 
obtidas dos espectros de 13C-NMR.  
 
Resultados 
Dado que a feição espectral das substâncias 
húmicas no UV-visível seja monótona e disforme em 
função da sobreposição de bandas relativa aos grupos 
cromóforos [13], obtivemos a segunda derivada dos 
espectros, avaliando a intensidade dos vales 
apresentados (Fig. 1). Assim, os espectros 
apresentaram vales bem definidos a aproximadamente 
458, 570 e 620 nm. O decréscimo da intensidade de 
absorção para AH, extraídos na região de Mutum e 
Araçuaí, indicou diferenças na origem da matéria 
humificada para esses locais, quando comparado à 
amostra da região de Sericita. 
As amostras de AH apresentaram uma razão de 
absorção entre 465 nm e 665 nm E4/E6 (dados não 
mostrados) dentro do intervalo de 3,6–5,2, em 
concordância com os valores descritos para AH em 
Stevenson [14], sendo que os valores tenderam a 
aumentar com a profundidade.  
A integração das áreas dos picos dos espectros de 
13C-NMR CPMAS dos AH, a partir de espécies de 
carbono selecionadas [7,15], está apresentada na 
Tabela 5. Foram observadas diferenças estruturais com 
a profundidade, principalmente devido a reduções na 
intensidade dos sinais na região entre 110–0 ppm. Os 
sinais dominantes foram devidos ao C-aromático e C-
carbonila. Com exceção de LH5, o aumento na região 
aromática (110–160 ppm), em profundidade, foi devido 
a ressonância de um pico simples e largo em 132 ppm 
(espectros não mostrados).  
Os AH extraídos de amostras de solo provenientes da 
região de Mutum (LH5) apresentaram sinais típicos de 
lignina com ressonância em 150, 130, e 56 ppm e, maiores 
proporções entre C-carboxílico e C-aromático. Na região 
de Sericita, a distribuição das diferentes espécies de C não 
foi influenciada pelo uso da terra com café (LH1) e com 
pastagem (LH2) quando comparados com solo sob 
vegetação natural (LH3 e LH4). Por sua vez, os AH 
provenientes de Mutum (LH5) apresentaram mais 
estruturas O-alquílicas. As contribuições para essa região 
do espectro são devido a carboidratos (62–112 ppm), 
grupos nitrogenados e ligninas (145–160 ppm).  
Os valores da relação Ar/Al evidenciaram caráter 
alifático dos AH em superfície. Para todas as localidades 
analisadas houve aumento em aproximadamente 20% no 
grau de aromaticidade dos AH com a profundidade, com 
exceção para a região de Mutum, onde o incremento foi de 
apenas 7%. Os AH se diferenciaram estruturalmente ao 
longo do perfil do solo (Fig. 2). O comportamento 
diferenciado (outlier) para LH3 foi devido ao forte sinal 
para carbonilas no horizonte superficial dessa amostra. 
Observa-se também que os AH, extraídos entre 60–100 cm, 
na região de LH5 apresentam similaridades estruturais com 
aqueles de superfície. 
Discussão  
Os resultados obtidos com a aplicação da segunda derivada 
nos espectros de UV-visível (Fig. 1) permitiram observar 
diferentes intensidades em vales específicos (458, 572 e 
622 nm), os quais em muitos trabalhos têm sido 
relacionados ao comportamento de melaninas fúngicas do 
tipo dihidroxiperilenquinona (DHPQ) [16, 17]. A 
intensificação dos vales na segunda derivada espectral para 
as amostras de AH coletadas entre 60–100 cm corrobora 
com o ligeiro escurecimento observado em profundidade 
nesses horizontes húmicos. Os Latossolos da região de 
Sericita apresentaram diferenças mais marcantes entre as 
profundidades analisadas o que pode ser resultado das 
condições climáticas de maior precipitação e temperaturas 
mais amenas. Por outro lado, Silva & Vidal [18] 
propuseram que a decomposição do carvão em material 
plásmico bruno-escuro contribui significativamente para 
melanização (escurecimento) em profundidade nesses 
horizontes húmicos. Todos os horizontes húmicos 
estudados apresentaram consideráveis quantidades de 
carvão vegetal no perfil, porém para este trabalho os 
mesmos não foram quantificados ou analisados 
qualitativamente. Dessa forma, é preciso considerar o fato 
de que a natureza das substâncias que possa estar atuando 
na pigmentação ainda não esta de toda esclarecida.  
A razão E4/E6 fornece informações sobre o conteúdo de 
radicais livres, C, O, COOH, acidez total; sendo 
influenciada pelo peso molecular [8]. Comparando os 
resultados da razão E4/E6 dos AH com os valores obtidos 
para grau de aromaticidade por 13C-RMN, observou-se 
correlação negativa (r = -0,75***, dados não mostrados) 
entre esses fatores, demonstrando que quanto menor o valor 
de E4/E6 maior foi a aromaticidade das amostras húmicas. 
De acordo com Anderson [19] e Stevenson [14], a razão 
 E4/E6 também pode ser usada para medir o grau de 
humificação da amostra. Por outro lado, Chen et.al. [8] 
não encontraram relação entre a razão E4/E6 com o grau 
de aromaticidade. 
Como, a priori da extração e purificação dos AH, 
os componentes lipídicos foram extraídos do solo 
podemos considerar que a maior proporção de C-
alquílico observada nos AH extraídos entre 0–10 cm, 
refere-se a estruturas parafínicas ligadas aos AH, 
resultado da preservação seletiva de biopolímeros de 
plantas, como cutina e suberina. Resultado esse que 
poderia ser interpretado como a participação de 
biopolímeros alifáticos nos processos de humificação.  
O aumento na AH a partir de amostras coletadas 
entre 60–100 cm do sinal para a região aromática foi 
devido a ressonância de um pico simples e largo a 132 
ppm (espectro não mostrado). Esse comportamento foi 
atribuído por Preston [6], como resultado da conversão 
dos picos de grupos aromáticos e aromáticos 
oxigenados em grupos C aromáticos substituídos. Essa 
conversão leva a crer que as estruturas aromáticas 
recalcitrantes, presentes devem ter origem diferente da 
lignina [20] ou são produtos de uma via metabólica que 
conduziu a perdas de oxigênio em grupamentos 
aromáticos. Variações nas características aromáticas 
dos AH no perfil destes Latossolos podem estar 
evidenciando diferentes rotas de genéticas de formação 
e, ou importantes mudanças estruturais com o aumento 
da profundidade. 
 
Conclusões 
As técnicas analíticas utilizadas possibilitaram 
identificar mudanças na composição estrutural e 
molecular dos AH. Possivelmente o escurecimento em 
subsuperficie no Horizonte A húmico pode ser em 
parte devido à presença de pigmentos melânicos de 
origem fúngica. A distribuição dos AH no perfil de 
Latossolos Húmicos segue uma rota de humificação no 
sentido da diminuição de grupamentos C-alquílicos e 
aumento de grupos C-arómatico.  
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Tabela 1 – Características e identificação das áreas estudadas 
Amostrasa Vegetação Localização Altitude a.s.l. (m) Clima (Köppen) Litologia 
LH1 Café (Coffea arabica – 12 anos) Sericita –MG 750 Cwb Migmatito 
LH2 Pastagem (Melinis minutiflora – 40 anos) Sericita-MG 750 Cwb Migmatito 
LH3 Fragmento de Mata Atlântica Sericita-MG 750 Cwb Migmatito 
LH4 Samambaia  (Pteridium aquilinum) Sericita-MG 1100 Cwb Migmatito 
LH5 Fragmento de Mata Atlântica Mutum-MG 620 Cwa Gnaisse-Migmatito 
LH6 Cerrado Araçuaí-MG 750 Aw Gnaisse-Quartzito 
a
 LH = Latossolo com horizonte A húmico 
 
Tabela 2 – Características físico-químicas dos solos estudados 
Amostras(1) pH (H2O) 
COT 
(%) 
NT 
(%) 
CTC 
(cmolc kg -1) Areia Silte Argila 
0-10 cm 
LH1 5,1 3,3 0,3 12,4 33 11 56 
LH2 4,9 3,5 0,3 12,6 29 7 64 
LH3 4,8 2,6 0,3 11,7 33 11 56 
LH4 5,7 4,2 0,4 15,5 37 29 34 
LH5 5,4 4,7 0,3 15,4 59 12 29 
LH6 4,2 5,1 0,2 16,9 41 6 53 
60-100 cm 
LH1 4,8 2,8 0,1 11,2 33 11 56 
LH2 5,1 3,0 0,2 11,0 29 7 64 
LH3 5,0 2,7 0,2 10,2 33 11 56 
LH4 5,5 4,7 0,3 14,6 37 29 34 
LH5 5,5 3,7 0,2 15,7 61 12 27 
LH6 4,3 2,7 0,1 11,0 40 4 56 
(1)
 Para identificação das amostras ver Tabela 1. 
 
 
 
Tabela 3 – Valores de integração (% total da intensidade do sinal em 13C-NMR) das principais regiões nos espectros dos ácidos 
húmicos e suas razões  
 
Amostras 
δ
a
 ≤ 40  
Região 
Alquila 
40 < δ ≤110 
O- e N-Região 
Alquila 
110 < δ ≤ 160 Região 
Aromática 
160 < δ ≤ 220 
Região 
Carbonílica 
Ard/Al GAe 
 0–10 cm 
LH1 17,6 17,3 43,5 21,6 2,5 55,5 
LH2 19,9 19,7 40,1 20,4 2,0 50,3 
LH3 15,1 14,2 40,3 30,5 2,7 57,9 
LH4 14,5 19,5 42,1 23,9 2,9 55,3 
LH5 17,5 30,3 31,9 20,3 1,8 40,0 
LH6 20,4 18,0 40,4 21,2 2,0 51,3 
 60–100 cm 
LH1 6,7 10,7 60,0 22,5 8,9 77,5 
LH2 8,7 13,0 58,6 19,7 6,7 73,0 
LH3 8,1 11,8 56,4 23,7 7,0 73,9 
LH4 6,4 13,1 60,2 20,3 9,3 75,5 
LH5 14,7 26,3 35,8 23,2 2,4 46,6 
LH6 10,2 12,8 53,6 23,4 5,3 70,0 
a Deslocamento químico em ppm; b O-alquila C; c  C-alquila; d C-Aromático; e GA: grau de aromaticidade= (% C-aromático×100)/(% C-alquílico + 
C-aromático). LH1= solo sob café; LH2= solo sob pastagem; LH3= solo sob mata em Sericita-MG; LH4= solo sob vegetação de samambaias; LH5= 
solo sob mata em Mutum-MG; LH6= solo sob cerrado. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1 – Segunda derivada do espectro visível de ácidos húmicos extraídos de Latossolos Húmicos, em diferentes profundidades do 
solo (Concentração de 0,2 mg C mL-1 ). LH1= solo sob café; LH2= solo sob pastagem; LH3= solo sob mata em Sericita-MG; LH4= 
solo sob vegetação de samambaias; LH5= solo sob mata em Mutum-MG; LH6= solo sob cerrado. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2 – Análise de componentes principais da variância das amostras de AH considerando variáveis do espectro de 13C-NMR. Peso 
Componente 1= região 160–110 ppm e razão Aromático/Alquílicos; peso Componente 2 = região 110–60 ppm e razão O-
Alquil/Alquílicos. LH1= solo sob café; LH2= solo sob pastagem; LH3= solo sob mata em Sericita-MG; LH4= solo sob vegetação de 
samambaias; LH5= solo sob mata em Mutum-MG; LH6= solo sob cerrado. 
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